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Resumen

Las respuestas de las plantas contra el ataque de patégenos resultan
en cambios importantes en los niveles de varias fitohormonas dentro
de las cuales el 4cido salicilico (AS) juega un papel preponderante. E1
AS ha sido més conocido por su papel medicinal en humanos que por
su actividad regulatoria en plantas. Sin embargo, su participacién
como una molécula de senalizacién en plantas, especificamente
durante las reacciones de defensa en contra de patégenos, ha llegado
a ser evidente durante las dos dltimas décadas de investigacién.
En este escrito se hace una revisién de la importancia de esta
fitohormona como una molécula sefial clave durante el fenémeno de
resistencia a patégenos en plantas.
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Abstract

Plant responses against pathogen infection results in significant
changes in the levels of several phytohormones, particularly those
regarding salicylic acid (SA) which is known to play a major role.
SA has been most commonly known for its role in human medicine
rather than for its regulatory activity in plants. However, its major
involvement as a signaling molecule in plants, specifically during
defense reactions against pathogens, has become evident during
the last two decades of research. In this paper we review the
importance of this phytohormone as a key signaling molecule for
the phenomenon of disease resistance in plants.

Keywords: Salicylic acid, defense responses, signaling in plants, systemic

acquired resistance.

Introduccion

La resistencia natural de las plantas a patdgenos e insectos
herbivoros se basa en efectos combinados de barreras preformadas
y mecanismos inducibles. En ambos casos, las plantas utilizan
defensas fisicas y bioquimicas en contra de los invasores. En
contraste con la resistencia constitutiva, la resistencia inducida se
basa en el reconocimiento del invasor y un evento subsecuente de
transduccién de senales que conduce alaactivacién de las defensas.
En muchos casos, la infeccién localizada induce resistencia en
contra de un amplio espectro de diferentes patdgenos tales como
hongos, bacterias o virus. Esta resistencia se expresa localmente en
el sitio de ataque por el patégeno y sistémicamente, en partes no
infectadas de la planta. Los mecanismos de defensa involucrados
incluyen una combinacién de cambios fisicos, quimicos y
moleculares, tales como lignificacién o la induccién de varias
protefnas relacionadas con la patogénesis (PR) (Van Loon,
1997). Una de las respuestas de defensa activas mds efectivas
es la resistencia sistémica adquirida (RSA). La RSA implica
la produccién por la planta de una o varias sefiales moviles
que estdn involucradas en la activacién de los mecanismos de
resistencia en partes no infectadas. Asi, la infeccién predispone
a la planta a resistir efectivamente ataques adicionales (Vlot e#
al., 2008; Mauch-Mani y Metraux, 1998). Se ha reportado que
el acido salicilico es una senal importante en las reacciones de
defensa de la planta. El objetivo del presente articulo es hacer una
revisién del papel del AS durante las respuestas de defensa contra
patdgenos en planta.
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El acido salicilico como una hormona vegetal

multifuncional

El4cido salicilico forma parte de un amplio grupo de compuestos
sintetizados en plantas denominados fendlicos, los cuales poseen
en su estructura quimica un grupo hidroxilo unido a un anillo
aromdtico. Los compuestos fendlicos participan en muchas
funciones metabdlicas en plantas, como son la sintesis de
lignina, actividad alelopdtica, y en algunos casos en la biosintesis
de compuestos relacionados a la defensa como las fitoalexinas.
El AS participa en procesos como la germinacién de semillas,
crecimiento celular, respiracién, cierre de estomas, expresién
de genes asociados a senescencia, repuesta a estrés abidtico y
de forma esencial en la termogénesis, asi como en la resistencia
a enfermedades (Raskin, 1992; Métraux y Raskin, 1993;
Humphreysy Chapple, 2002; Vlot ez al., 2009). Adicionalmente,
se ha descrito que en algunos casos el efecto del AS dentro del
metabolismo de las plantas puede ser de forma indirecta ya que
altera la sintesis y/o senalizacidn de otras hormonas que incluyen
la via del 4cido jasmoénico (AJ), etileno (ET), y auxinas (Lorenzo
y Solano 2005; Broekaert e al., 2006; Loake y Grant 2007;
Balbi y Devoto 2008).

En relacién a la biosintesis del AS, se ha descrito que puede
ser generado por dos distintas vias enzimdticas que requieren del
metabolito primario corismato (Garcion y Métraux, 2006; Chen
et al., 2009). El amino4cido L-fenilalanina, puede ser convertido
en 4cido salicilico por dos vias, una mediante el intermediario
benzoato y la otra mediante el 4cido cumdrico, a través de una
serie de reacciones enzimdticas inicialmente catalizadas por la
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enzima Fenilalanina Amonio Liasa (FAL). A su vez, el corismato
puede también ser convertido en AS via isocorismato, en un
proceso de dos pasos que implica la participacién de las enzimas
Isocorismato Sintasa (ICS) e Isocorismato Piruvato Liasa (IPL)
(Verberne et al., 2000; Wildermuth ez 4/, 2001) (Fig. 1). La
mayor parte del AS producido como respuesta el ataque por
patdgenos es sintetizado por la segunda via en Arabidopsis,
Nicotiana  benthamiana 'y tomate (Solanum lycopersicum)
(Wildermuth ez al., 2001; Uppalapati et al., 2007; Catinot ez
al., 2008). La mayoria del AS en la planta es convertido a AS
O-B-glucésido (ASG) por medio de una enzima llamada AS
glucosil transferasa (ASGT) inducible por patégenos (Dean et
al., 2005). En Arabidopsis, el AS es sintetizado probablemente
en cloroplastos (Strawn ez al., 2007), mientras que en tabaco la
enzima ASGT parece estar localizada en el citosol. El ASG, en
tabaco, es activamente transportado del citosol hacia la vacuola,
donde puede funcionar como una forma almacenada inactiva
que puede ser convertida a AS en caso de ser necesario (Dean e#
al., 2005).

El salicilato de metilo (SMe), es otro derivado del AS y/o su
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forma glucosilada (SMeG) también puede acumularse en niveles
relativamente altos in vive (Shulaev et al, 1997; Dean et al.,
2005; Park et al., 2007). Se ha demostrado que tanto el SMe
como el ASG son biolégicamente inactivos, mientras que una
forma hidroxilada del AS, el dcido 2,5 dihidroxibenzéico (4cido
gentisico), que también se acumula en plantas, puede inducir la
expresion de genes PR especificos en tomate que no son inducidos
por 4cido salicilico (Chen ez al., 2009; Bellés ¢t al., 1999).

El acido salicilico y su protagonismo en la
resistencia a patégenos en plantas

White (1979) reporto por primera vez la participacién del AS
en la resistencia a enfermedades en experimentos en donde
inyecto aspirina (4cido acetil salicilico, un derivado del AS) ¢
directamente AS, a hojas de tabaco de una linea resistente (V.
tabacum cv. Xanthi-nc) y observo la produccién de proteinas
relacionadas a la patogénesis, conocidas también como proteinas
PR, las cuales son un grupo heterogéneo de proteinas que se
inducen en plantas por la infeccién de un patégeno. De manera
paralela a la produccién de proteinas PR, observo un aumento
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Figura 1. Biosintesis y metabolismo del AS. Abreviaturas: FAL, fenilalanina amonio liasa; ICS, isocorismato sintasa; IPL, isocorismato piruvato liasa; AB2H, 4cido benzoico
2-hidroxilasa; AS, acido salicilico; ASGT, acido salicilico glucosil transferasa; aa, amino acidos; ASMT, AS metil tranferasa; P2UAS, proteina 2 unida a AS; MES, metil esterasa;
SEG, saliciloil éster glucosa; ASG, AS 0-8 glucésido; SMe, salicilato de metilo; SMeG, salicilato de metilo O-B-glucosido. (Modificado de Vlot et al, 2009).
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en la resistencia contra la infeccién por el virus del mosaico
del tabaco (TMV), la cual se manifesté por una reduccién del
90% en el nimero de lesiones en el tejido analizado. Ademds,
en las plantas de tabaco resistentes (Xanthi-nc), pero no en
las susceptibles (Xanthi-z), la concentracién de AS endégeno
aument? alrededor de 40 veces en hojas inoculadas con el virus y
aproximadamente 10 veces en hojas no inoculadas de la misma
planta (revisado en detalle en: Malamy y Klessig, 1992; Raskin,
1992). En la actualidad se ha reportado que en muchas plantas
el tratamiento con AS o compuestos afines (ver mds adelante)
induce la expresién de genes PR y/o resistencia contra virus,
bacterias y hongos patégenos (Vlot ez a/, 2009).

EL AS parece jugar un papel esencial en la ruta de transduccién
de senales que conduce a la activacién de genes que codifican no
solo para proteinas PR, sino también para el establecimiento de
la respuesta hipersensible (RH), considerada como una muerte
celular programada que se desarrolla para delimitar el 4rea de
infeccién de un patdgeno, asi como en la resistencia sistémica
adquirida (RSA) (Fig. 2). Esta es una respuesta de defensa a
nivel sistémico que se produce como resultado de la exposicién
y sobrevivencia inicial a un patdgeno (Raskin, 1995; Durner e¢

al., 1997).

La evidencia mds fuerte de la participacién del AS como una
sefal de defensa esencial en plantas ha surgido de estudios en
donde los niveles endégenos de AS fueron alterados. El primero
de estos estudios se realizé utilizando lineas de tabaco transgénicas
o de Arabidopsis que expresaban el gen nahG de la bacteria
Pseudomomas putida, que codifica para una enzima llamada
salicilato hidroxilasa la cual metaboliza al AS para convertirlo
en catecol, evitando asf su acumulacién. Después de la infeccién
por patégenos, estas plantas fueron incapaces de acumular altos
niveles de AS, y no lograron desarrollar la RSA o expresar genes
PR en las hojas. Por el contrario, mostraron mayor susceptibilidad
a patdgenos tanto virulentos como avirulentos (Gaffney ez a/,
1993; Delaney, 1994). La resistencia y la expresion de genes PR
se restauraron con la adicién de un compuesto andlogo del AS:
el 4cido 2,6-dicloro-isonicotinico (AIN) (Vernooij et al, 1995;
Shah, 2003).

El papel del AS como una senal implicada en la defensa
ha sido bien establecido en plantas dicotileddneas, pero en
monocotiledéneas este fenémeno ha sido poco estudiado, no
obstante se ha encontrado que en estas plantas la induccién de
la expresién de proteinas PR en maiz, arroz, trigo (Morris et
al., 1998; Hwang et al., 2008), y cebada (Kogel et al., 1994;
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Anand ez al., 2003), aplicando AS o sus andlogos sintéticos, AIN
6 el S-metil benzo [1,2,3] tiadiazol-7-carbotioato (BTC), y el
incremento en los niveles de AS endégeno que resultan en la
resistencia en plantas de cebada contra el ataque de patégenos
bacterianos como P syringae pv. syringae, ha sugerido que el AS es
un componente importante en la sefalizacion contra patégenos
y que muchos de los componentes implicados en estas rutas son
andlogos a los utilizados en plantas dicotiledéneas (Vlot et al.,

2009).

El acido salicilico y su relacién con otras vias
de sefalizacién de hormonas en plantas

Se ha descrito que en los sistemas vegetales existen tres principales
fitohormonas las cuales son las responsables de varias respuestas
de defensa en contra de diversos patégenos o en contra de estrés
abidtico: AS, AJ y ET. Para el caso del AS, existen evidencias
de que participa en el sistema de defensa de las plantas contra
el ataque por patégenos biotréficos (patdgenos que invaden la
planta y que se alimentan de células metabdlicamente activas,
mediante unas estructuras especializadas llamadas haustorios) y
hemibiétroficos (patdgenos que mantienen vivas las células de sus
hospederos mientras se establecen en el tejido, y solo después de
esta fase, cambian a un estilo de vida necrotréfico). Por ejemplo,
plantas mutantes que habfan sido afectadas en la acumulacién de
AS mostraron un aumento en la susceptibilidad ante el ataque
de patdgenos bidtrofos ¢ hemibidtrofos. Por el contrario, el AJ
y el ET se asocian con la defensa ante el ataque por patdgenos
necrotréficos (patdgenos que no poseen estructuras de nutricién
especializadas, y que obtienen los nutrientes de células muertas,
por lo que producen la muerte de las mismas desde el principio
de la infeccién) 6 contra insectos herbivoros. Se ha descrito que
las rutas de AS y AJ/ET son mutuamente antagonistas; sin
embargo, también se han reportado evidencias de interacciones
sinérgicas entre estas vias, lo cual sugiere que la red de senalizacién
activada y utilizada por la planta es dependiente de la naturaleza
del patégeno, asi como de su modo de patogenicidad (Adie,
2007). Uno de los principales componentes que regulan la via
de senalizacién del AS es una proteina llamada NPR1 (de non-
expressor of PR genes 1), la cual es capaz de interaccionar con
factores transcripcionales del tipo TGA, algunos de los cuales son
capaces de unirse a elementos cis del promotor de genes como
PR-1 (Spoel et al., 2007).

Asimismo, el uso de mutantes que se encuentran afectadas
tanto en la acumulacién como en la respuesta al AS, muestra
una expresion elevada de genes regulados por ET/JA, que en
ocasiones puede ser revertida por la adicién de un inductor de
la sefializacién de AS, como el AIN. Aunque existen numerosos
ejemplos sobre interacciones entre el AS y el AJ en la sefalizacién
asociada a los mecanismos de defensa, atin faltan por elucidar los
componentes implicados y la forma en que estas interacciones
se llevan a cabo. En Arabidopsis, se ha reportado que el factor
de transcripcién especifico de plantas, WRKY70, puede explicar
a nivel molecular el antagonismo entre las rutas de senalizacién
de defensa mediadas por AS y AJ (Li e al., 2004). Su expresién
es activada por AS de una forma independiente de NPR1 vy
reprimida por AJ. A su vez, la sobre expresién constitutiva de este
factor aumenta la resistencia a patdgenos virulentos y conduce
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a la expresion constitutiva de genes PR normalmente inducida
por AS. Por otra parte, la supresion en antisentido de WRKY70
activa los genes de respuesta a A] dependientes de COI1 (un gen
que es requerido para la regulacién de la defensa mediada por AJ).
Todos estos datos sugieren el papel de WRKY70 como activador
de los genes inducidos por AS y represor de los genes de respuesta
a A], integrando las sefiales de ambas rutas antagonistas. Por
tltimo, la MAP cinasa MPK4 representaria el ejemplo contrario
a WRKY70, ya que esta proteina es necesaria para la expresion
génica en respuesta a A] (Petersen ez al., 2000). En la mutante
mpk4, las dos rutas mayoritarias de defensa en plantas se ven
afectadas de una contrastante, ya que las defensas dependientes
de AS estdn constitutivamente activadas debido a los niveles
elevados de AS que presenta, asi como la RSA y el gen de defensa
PRI, mientras que la induccién de genes de defensa dependientes
de AJ estd bloqueada. Estos resultados indican que la cascada de
MPK4 puede suprimir simultdneamente la biosintesis de AS y
promover la percepcidn/respuesta al AJ necesaria para inducir
genes de defensa como el PDFI.2 (Lorenzo y Solano, 2005).

Modo de accién del acido salicilico durante
las respuestas de defensa

Se ha propuesto un modo de accién para el AS basdndose en
el hallazgo de que éste se une e inhibe a la enzima catalasa
(Chen et al., 1993; Loake y Grant, 2007). La inhibicién de la
catalasa podria conducir a un incremento en la concentracién
del peréxido de hidrogeno (H,0,) o de otras especies reactivas
de oxigeno derivadas de esta molécula. E1 H O, podria tener una
actividad antibidtica en contra de patdgenos, y sus intermediarios
podrian en la cascada de senalizacién para la expresién de genes
de defensa (Durner et al., 1997; Loake y Grant, 2007). Esta
hipétesis fue cuestionada por experimentos en donde se demostrd
que: (1) la induccién de proteinas relacionadas a la defensa tales
como las PR1 no se acumulan como resultado de la produccién
del H,0, derivado de la inhibicién de la catalasa por AS, sino
del AS directamente; (2) la actividad de la catalasa no decrece
después de la inoculacién de un patégeno o del tratamiento con
AS; (3) los niveles de AS en la respuesta sistémica son demasiado
pequefios para inhibir a la catalasa, y (4) el H,O, en altos niveles
puede inducir la produccién de AS (Bi ez al, 1995; Leon et
al., 1995; Neuenschwander ez al., 1995; Summermatter ez al.,
1995; Loake y Grant, 2007). Por ello, se propuso otro modo
de accién para el AS basdndose en la habilidad que tiene para
formar por si mismo radicales libres de AS por medio de la
inhibicién de enzimas que contienen grupos hemo, tales como
peroxidasa y catalasa (Durner ¢t al., 1997). Se ha sugerido que
tales radicales fenélicos libres podrian ser potentes iniciadores
de la peroxidacién de lipidos, cuyos productos podrian activar
reacciones de defensa (Goodman y Novacky, 1994; Loake y
Grant, 2007). Sin embargo, esta sugerencia no se ha explorado a
detalle y falta por demostrar que los productos de la peroxidacién
de lipidos se acumulan a niveles lo suficientemente altos y en el
tiempo adecuado después de la infeccién para funcionar como
inductores efectivos de las respuestas de defensa.

Conclusiones
Los resultados de numerosas investigaciones realizadas durante
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las dos dltimas décadas han demostrado que el AS juega un
papel importante en varios aspectos de las respuestas de defensa
posteriores al ataque de un patégeno. Estas incluyen entre otras,
la activacién de la muerte celular, la expresién de proteinas
PR, asi como la induccién de la resistencia local y sistémica a
enfermedades. Sin embargo, el AS parece udilizar diferentes
mecanismos para inducir estas respuestas. Ademds, éste interactda
positiva é negativamente con otras vias de sefalizacién hormonal
para inducir algunas respuestas de defensa. Resulta interesante,
por lo tanto, seguir explorando las vias de sefializacién de esta
molécula en el contexto de la resistencia a enfermedades en
plantas.
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